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La fonction pectinolytique

chez les poissons marins herbivores

PAR

Paur. KAISER

La pectine (polymère de l'acide d (+) galacturonique) fait partie
des quatre substances principales composant les tissus de soutien des

plantes. De ce fait, elle constitue une fraction plus ou moins importante
âe la nourriture des animaux herbivores ou omnivores. Or, il a été établi
que les vertébrés ne possèdent pas d'enzymes pectinolytiques propres.
L'analyse des matières fécales de divers animaux ne révélant plus aucune

trace de substance pectique, il faut donc conclure à une digestion de la
pectine par hôtes interposés : les microorganismes et en particulier les

Lactéries du tractus digestif, comme c'est le cas dans la digestion de la
cellulose chez les ruminants.

Dans un premier travail, Pnsvor et Tnouvrt{or [4] ont analysé

12 contenus intestinaux (souris, cobaye, lapin, chèvre, homme, perche,
carpe) à l'aide de milieu au galacturonate de sodium et au pectate de

calcium. Les auteurs concluent que, chez les vertébrés, la digestion des

pectines se fait par les enzymes des bactéries pectinolytiques anaérobies
itrictes et facultatives des intestins. Chez les poissons d'eau douce, les

pectinolytiques anaérobies stricts appartiennent au même grollpo que
ceux de la boue de l'étang oùr ils vivent, fait écologique prévisible.

Dans un second lravail,les mêmes auteurs avec KltsoR [5] étudient,
du point de vue taxonomique, les souches d'anaérobies isolées de

l'intèstin des poissons lors des premières recherches. Quatre des souches
appartiennent à Plectridium pectinovorutn, qaatte autres à Clostridium
pàitinolyticum, t)îe à Pl. virens, une à Cl. corallinutn Deux souches
isolées de l'intestin de la perche et de la tanche répondent à une espèce

nouvelle à la fois protéolytique et pectinolytique, celle-ci est nommée :

C lostridium omnivorum.
Nous avons cherché à établir ici quels étaient les microorganismes

digérant la pectine dans l'intestin des poissons herbivores d'eau salée.

Les analyses ont porté sur le contenu du tube digestif de 21 saupes
(Box salpa L.) et de 18 muges (Mugil cephalus L.) pêchés au large des

côtes de Monaco.

Bull. Inst. océanogr. Monaco, No 1210, 19 juillet 1961.
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MATÉRIEL ET TECHNIQUE

M[,rsux DE cULTURE

(Peuvent également servir pour toutes les analyses de la fonction
pectinolytique dans les sédiments marins ou tout autre matériel
d'origine marine)

Les milieux à base de pectine, servant à la numération et à f isole-
ment des microorganismes pectinolytiques ont été adaptés à l'eau de
mer à partir des milieux utilisés pour la microbiologie du sol l2l. La
pectine << ruban rouge » (a), très déméthylée, précipite en présence d'eau
de mer. Elle est remplacée par la pectine << ruban violet »> (a), moyenne-
ment méthylée, qui supporte les fortes concentrations en cations de
l'eau de mer.

Milieu W4

Ce milieu du type Wieringa, à double couche, sert à l'étude des
pectinolytiques aérobies. Il est réparti en boîtes de Pétri. La couche
inférieure est constituée de gélose au chlorure de calcium, lequel diffuse
dans la couche supérieure de pectine et fait prendre celle-ci en gel.

A) couche de gélose :

gélose lavée

CaCl,
eau de mer

filtrer, répartir à raison de 20 cme en tubes de 22. Stérilisation : /2heure,
1150 C.

B) couche de pectine:
pectine << ruban violet »
phosphate bipotassique
sulfate d'ammonium
eau de mer
bouillon d'algues (b)

15g
5g

1000 cm3

16e
1g
lg

950 cm3
50 cm3 D

I

La pectine est placée à part, dans un bocal sec, puis mouillée avec
de l'éthanol (90o). L'eau de mer et les autres éléments sont chauffés à
80o C et versés d'un seul trait sur cette pectine mouillée. On chauffe le
tout une heure au bain-marie bouillant et on flltre sur coton hydrophile.

Répartition : 10 cm3 en tubes de 14 mm. Stérilisation habituelle
pour la pectine : momentanément à l20o C.

Au moment de l'emploi, chaque tube chauffé à 45o C reçoit 0,2 cm8
d'une solutiort à 5l de carbonate de sodium (neutralisation) et I cm8
de la dilution-suspension du matériel à étudier. Le tout est mélangé et
versé sur la couche de gélose solidiûée (boîtes de l0 cm de diamètre).
Incubation de 22-240 C. Les colonies pectinolytiques creusent un godet
dans la couche de pectine solide.

(a) Société Unipectine, Paris.

(b) Décotion de 50 g. d'algues marines sèches dans ll. d'eau de mer.
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Milieu Yv

C'est un milieu en tubes pour la culture des anaérobies. La pectine

forme un gel mou, liquéflé par la croissance des pectinolytiques

pectine << ruban violet » (a)
eau de mer

8g
950 cmg

bouillon d'algues (b) 50 cm3

peptone 3 g
extrait de levure (Difco ou Byla) 5 g

Préparation comme pour W4. Répartition : 6 cma en tubes de 14.

Stérilisation : momentanément à 1200 C.

Avant l'emploi, chaque tube est régénéré 20 minutes à l00o C
(bain-marie). Orajoute ensuite 0,1 cm3 d'une solutionà 5l de carbonate
àe sodium (neutratisation) et 1 cms de la dilution du matériel à étudier
(45o C). Incubation à 30o C. Lorsqu'un tube est bien liquéfié, on peut

iioler ie germe par ensemencement d'une série de gélose profonde,
selon la technique classique des anaérobies [6]'

Mnrnux pouR LA puRIFIcATIoN ET LA cIILTURE EN sÉme ors GERMES

PECTINOLYTIQUES

Le milieu de base est le suivant :

eau de mer 950 cmg

bouillon d'algues 50 cmg
peptone 5 g
extrait de levure (Difco, BYla) 5 g
phosphate ferrique 0,1 g

gélose inclinée.' On ajoute 25 goloo de gélose lavée; ce miüeu est spé-

éialement utilisé pour repiquer et purifler les colonies pectinolytiques
prélevées sur le miüeu !ÿ4.

gélose profonde : On ajoute 10 g o/oo de gélose lavée et 2of ss dÿ glucose
(Répartition : 5 cm3 en tube de 8 mm); ces géloses servent à l'isolement
des anaérobies pectinolytiques à partir du milieu Yv'

milieu liquide.' On ajoute 8 o/oo de glucose, il permet la culture en
série des germes pectinolytiques isolés.

PnÉp.tn,c,rIoN ET ENSEMENcEMENT oBs Écru,NrILLoNs

Le prélèvement du tractus digestif a été lait aseptiquement sur des
poissons frais. Les prélèvements sont conservés en glacière jusqu'au
moment de l'analyse.

(a)
(b)

Société Unipectine, Paris.

Décoction de 50 g d'algues marines sèches dans I I d'eau de mer.

(1210)
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Soupes : Le tube digestif contient toujours une grande quantité d'al-
gues de toutes sortes, finement sectionnées, que l'on rencontre habi-
tuellement sur les fonds rocheux des côtes méditerranéennes. 1 g d'algue
de l'estomac et 1 g d'algue du rectum sont prélevés, broyés et portés
chacun dans 9 cms d'eau de mer stérile puis dilués de 10 en 10, selon
les techniques de microbiologie du sol.

Muges : Le tube digestif contient une boue vert-gris, composée de
vase, de sable, d'algues unicellulaires et de débris organiques divers.
I g de cette boue est traité comme pour les saupes. Chaque tube de
milieu reçoit I cm3 de dilution (De 101 à l0-5).

La boue et les algues (saupes) sont également ensemencées direc-
tement, sans dilution, dans les milieux Vv.

RÉSULTATS

Soupes : Nous nous sommes d'abord assuré que les différents organes
digestifs ne sécrétaient pas de substances ou d'enzymes pectinolytiques.
Des broyats de toutes les parties du tractus digestif sont mis en présence
de substrats enzymatiques [7]. Aucune baisse de viscosité ou du pH
n'est observée. Le poisson lui-même ne sécrète pas de substances ou
d'enzymes pectinolytiques. L'estomac n'est qu'un simple réservoir
dépourvu de glandes. On ne peut donc concevoir une hydrolyse par HCl.

Les recherches des pectinolytiques tant aérobies qu'anaérobies
est décevante. Dans les amas d'algues ingérés, on ne rencontre pas ou
très peu de germes pectinolytiques.

Les algues de l'estomac, ensemencées sur milieu 'W4, ne recèlent
dans 11 cas sur 21, atcun germe pectinolytique aérobie. Chez les l0
autres saupes, on compte environ 20 bactéries pectinolytiques par g
d'algue avec un maximum de 80 bactéries pour une des saupes. Ces

chiffres sont extrêmement bas, ce qui revient à dire que l'activité des
germes est nulle ou très faible. Le contenu de l'intestin moyen et du
rectum nous donne des résultats en tous points semblables : dix échan-
tillons ne montrent aucun germe aérobie pectinolytique, 11 en possèdent
une moyenne de 2O par g d'algue ayec un maximum de 100 pour une
des saupes.

Les germes pectinolytiques isolés sont des bactéries sporulées,
Gram positives, appartenant le plus souvent à Bacillus subtilis. Trois
saupes ont livré une espèce nouvelle de Bacillus, différente de B. subtilis
par l'absence d'amylase et la nature de ses enzymes pectinolytiques
(présence d'une pectineméthylestérase, polygalacturonidases adapta-
tives). Nous l'avons nommée B. salpae. Sa description complète sera
publiée ultérieurement []. Dans deux échantillons, les bactéries pecti-
nolytiques sont remplacées par des Actinomycètes; dans deux autres
cas, par des Champignons mais toujours en aussi petit nombre. Quant
aux pectinolytiques anaérobies, ils demeurent encore plus rares. Aucune
saupe n'en contient, mises à part quelques-unes d'apparence peu fraîches,
et encore, dans ces dernières, ne décèle-t-on que 5 germes par g d'algue.

I

1
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Le nombre de germes non pectinolytiques est fort variable mais

reste bas, comparé à celui des autres animaux : il comprend de quelques
centaines à I ou 2 millions de germes par g. En moyenne on en compte
environ 20 000 par g d'algue. Ce nombre est un peu plus élevé dans le
rectum que dans l'estomac. Ces données nous incitent à penser que les
algues stationnent peu de temps dans le tube digestif.

Muges : Bien que la nourriture ingérée soit très différente de celle
des saupes, les résultats sont similaires du point de vue de la pectinolyse.
Les broyats d'organes du tractus digestif n'ont aucune action sur les
substrats enzymatiques. Sur 18 muges analysés, 11 ne possèdent aucun
germe pectinolytique aérobie. Les 7 autres recèlent de 10 à I 000 ger-
mes pectinolytiques aérobies par g de boue (moyenne 180). Il s'agit,
dans deux cas, de champignons; dans les cinq autres cas de bacté-
ries sporulées (Bacillus). Les anaérobies pectinolytiques sont, cette fois,
complètement absents. La microflore non pectinolytique est bien plus
abondante mais aussi moins variée que chez la saupe. On peut compter
de 2 à 50 millions de germes par g de boue (presque uniquement des
bactéries comme pour la saupe). Les colonies ne sont jamais pigmentées
alors que la microflore de la saupe est très colorée.

DISCUSSION

Ces résultats nous montrent que la pectine, éventuellement absorbée
par les poissons d'eau de mer, n'est pas ou très peu digérée par ceux-ci.
Tout au plus trouve-t-on parfois quelques Bacillus (8. subtilis) (8.
salpae n. sp.), mais ceux-ci sont en telle minorité qu'il est difficile de
leur attribuer un rôle véritable. I1 en est de même pour les Actinomycètes

. et les Champignons que l'on rencontre sporadiquement. Quant aux
pectinolytiques anaérobies, ils sont totalement absents dans tous les
cas. Seules, 7 saupes non fraîchement pêchées, contenaient environ
5 Clostridium pectinolytiques par g d'algue. Ceci nous montre qu'il

I s'agit d'un développement post-mortel et qu'il est indispensable de

I lravailler ayec un matériel rigoureusement frais si on veut obtenir une
image vitale.

Le cas des poissons d'eau de mer est donc bien différent de celui
des poissons herbivores d'eau douce et des autres vertébrés où les
pectinolytiques et surtout les anaérobies pectinolytiques sont cons-
tamment représentés.

Nous avons effectué quelques dosages de substances pectiques sur
des algues des côtes méditerranéennes et sur le contenu d'algues du tube
digestif de la saupe (dosage selon Ksnrnsz [3] d'après la technique au
pectate de calcium). IJne seule algue contenait 0,2 g% de pectine expri-
més en matière sèche. Les autres algues analysées et celles du tube
digestif (estomac, rectum) n'en avaient pas. On est loin des résultats
obtenus chez les plantes supérieures, et surtout chez les plantes d'eau
douce qui contiennent jusqu'à 20 I du poids sec de substances pectiques.

(r2to)
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On serait tenté de voir, dans ces faits, une corrélation directe entre

l'absence de pectine et l'absence de pectinolytiques. L'absence de
pectine ne devrait pas toutefois suffire à exclure la multiplication des
pectinolytiques puisque ceux-ci sont des polyphages non spécialisés
auxquels la pectine n'est pas nécessaire.

Les algues marines remplacent la pectine, essentielle aux végétaux
supérieurs, par d'autres polyuronides qui leur sont propres. On sait,
en effet, que l'acide alginique constitue de 20 à 30 \ de la matière orga-
nique de nombreuses algues. La dégradation de l'acide alginique,
polymère de l'acide mannuronique, a élé étudiée par W.a.rsrulN [8].
L'auteur a montré que l'acide alginique était décomposé par des micro-
organismes marins polyphages : Champignons, Actinomycètes et Bac-
téries. Mais ces microorganismes n'ont aucune action sur les substances
pectiques.

En résumé, nous pouvons dire que la fonction pectinolytique, très
importante dans l'eau douce et sur terre, semble une fonction mineure
dans la mer. Elle est remplacée dans cette dernière par d'autres fonctions
de dégradation des polyuronides, par exemple celle de l'acide alginique
qui requiert des microorganismes différents de ceux de la pectinolyse.

(Institut Pasteur, Paris - Service des Anaérobies)

RÉsUMÉ

Pour l'analyse de la fonction pectinolytique dans les matériaux
d'origine marine, deux milieux sont élaborés : l'un W4 sert à l'isolement
et à la numération des pectinolytiques aérobies, l'autre Vv, pour les
anaérobies. Des milieux ont été égalemont décrits pour la purification
et la culture en série des pectinolytiques isolés.

Le présent travail cherche à établir quels sont les microorganismes
digérant la pectine dans l'intestin des poissons herbivores d'eau de mer.

L'analyse de 2l saupes (Box salpa L.) et de 18 muges (Mugil cepha-
lus L.) montre que les pectinolytiques, surtout les pectinolytiques anaéro-
bies, sont pratiquement absents de ces intestins. Cependant, on rencontre
sporadiquement et en très petit nombre, des Champignons, des Actino-
mycètes et des Bacillus (8. subtilis et B. salpae n. sp.) pectinolytiques.

D'autre part, l'analyse quantitative de la pectine contenue dans
différentes algues marines révèle l'absence ou la faible quantité de cette
substance dans le milieu marin.

La fonction pectinolytique paraît donc être une fonction mineure
dans la mer; elle est remplacée par d'autres fonctions de dégradation
des polyuronides : comme celle de l'acide alginique qui requiert des
microorganismes différents et non pectinolytiques.

t
I

I
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SUMMARY

In order to investigate the pectinolytic micro-flora present in the
sea material, two media have been prepared, one of them W4 for the
isolation and numeration of pectinolytic aerobes, the other one Vv for
anaerobes. New media for the purif,cation and subcultures of the
isolated pectinolytics have also been prepared.

The aim of the present work is to study the pectin-digesting micro-
organims present in the intestin of the herbivorous flshes of the sea.

The analyses of 2l samples of Box salpa L. and 18 samples of
Mugil cephalus L. have shown that the pectinolytic micro-organisms
particularly anaerobic pectino,lytics are absent in the intestin of fishes.
However, sometimes a very small number of pectinolytic fungi, Acti-
nomycetes and Bacillus (8. subtilis and,B. salpae n. sp.) have been found.

On the other hand, the quantitative analyses have shown that
generally there is no pectin present in the sea-algae. If they sometimes
present, their quantity is very small.

It seems therefore that pectinolytic organisms have little function
in sea and is replaced by other polyuronide as that of alginic acid de-
gradating non pectinolytic micro-organisms.

Nous remercions yivement le Musée océanographique de Monaco
et son Directeur, le Commandant Cousteau, qui par leur accueil et leur
subyention gënéreuse ont permis la réalisation de ce travail,

Thanks are due to Commandant Cousteau, the Director, Oceanogra-
phic Museumfor his kind permission to carry out this work in his Museum
and for granting me necessary fund.

(r210)
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AVIS AUX AUTEURS

Les auteurs sont priés de se conformer aux indications suivantes :

1. - Trxtr : Les manuscrits ne varietur doivent être rsmis dacty-
lographiés avec double interligne sur le recto seulement de feuilles
numérotées. Les noms propres doivent être écrits en capitales ou
soulignés d'un double trait ; les noms scientifiques, destinés à pa-
raître en italique, soulignés d'un seul trait.

Le titre doit être suivi du prénom usuel et du nom de l'auteur.
Le nom du laboratoire sera indiqué à la ûn de l'étude. Deux résumés,
l'un en français, l'autre en anglais, doivent figurer obligatoirement à
la fin du texte.

Pour la bibliographie, des numéros seront affectés aux travaux
cités dans l'ordre d'apparition dans le texte. Iæs références biblio'
graphiques, groupées à la fin du manuscrit, après les résumés, com'
porteront : nom de l'auteur, initiales des prénoms, date, titre complet
de l'article, titre du périodique (abrégé selon les règles internationales),
volume, pagination.

2. - IrrusrRArIoNS : Les dessins doivent être exécutés à l'eûcre
de chine sur papier calque assez fort, sur bristol, sur carte-grattage
ou sur papier millimétré bleu. Ils doivent être envoyés de préférence
roulés ou à plat, mais jamais pliés.

Ces dessins devront être d'un tiers plus grands, environ, que le
format de la page qui est 18 x ll cm. Lettres et chiffres seront écrits
soigneusement et suffisamment grands pour qu'ils demeurent faci-
lement lisibles, une fois le dessin réduit.

Pour les cartes et plans, il convient de faire seulement une échelle
linéaire - dont l'unité de mesure sera évidemment indiquée - et de
ne pas mentionner le coefficient de l'échelle, celui-ci étant automati-
quement modifié par la réduction du cliché.

Il est préférable que les hachures et les points (grisés) soient
réalisés à f imprimerie; dans ce cas il suffit d'indiquer al crayon bleu
léger lew emplacement sur le dessin.

Le numéro d'ordre des flgures sera indiqué art crayon bleu sur
les dessins. Le texte des Iégendes sera placé à la ûn du manuscrit et
non sur les ûgures.
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Les auteurs reçoivent gratuitement cinquante exemplaires. Les
tirés à part supplémentaires, facturés à un prix spécial, doivent être
commandés en retournant la première épreuve, au plus tard.
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